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Moyens pour la detection de bacteries du genre Tai^lorella 
et applications biologiques- 

5 invention a pour objet des moyens pour la detection de 

bacteries du genre Tayloreila et leurs applications 
biologiques • 

Elle vise en particulier la detection de r. equlgenltalls 
10 et le traitement ou la prevention d' infections provoquees 
par des bacteries de cette espece. 

La premiere souche de T. equlgenltalls a ete isolee 
par Crowhurst, 1977, Vet. Rec- 100, 476 et caracterisee 
15 par Taylor et al . , 1978, Equine Vet, J. 10, 136-134. 
Cette bacterie est 1 ' agent d*une maladie venerienne des 
equides denommee metrite contagieuse equine (designee ci- 
apres par MCE ) . 

20 Depuis le declenchement de cette maladie en 1977 a 
Newmarket ( Grande-Bretagne ) , la MCE s ' est repandue parmi 
la population equine dans le monde (Europe, USA, Japon). 

La MCE a ete initialement caracterisee par 
25 1* apparition d ' ecoulements vaginaux purulents causes par 
une endometrite aigue. L ' epidemiologie et les 
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manifestations cliniques de la maladie ont maintenant 
change. II ne subsiste que quelques rares foyers 
presentant une forme aigue de la MCE ; il s^agit alors de 
contaminations de plusieurs juments faisant partie d * un 
5 meme harem. Les formes cliniques de metrite sont, en 
effet, devenues rares et T. equigenltalls est 
principalement trouvee chez des porteurs asymptomatiques 
ou au stade pre-clinique , - La maladie est transmise par 
les etalons qui ne manifestent aucun symptome clinique- 

10 

Un depistage systematique des etalons et des juments 
est devenu obligatoire prealablement a chaque saison de 
monte, 

15 Pour des raisons a la fois economiques et 

d ' organisation, ce depistage systematique ne peut se 
faire qu * a partir d * un ou de deux prelevement ( s ) par 
animal et par saison. La fiabilite du depistage en est 
done d * autant plus cruciale. 

20 

Le test de depistage d'une infection par T. 
equlgenltalls actuellement pratique en France repose 
principalement sur 1 * isolement de la bacterie par culture 
sur milieux nutritifs et/ou selectifs et sur 
25 1 * identification de cet agent selon des criteres 
morphologiques et biochimiques . Or, T. equigenltalls est 
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une bacteria tres fragile et a tres lente croissance ( le 
delai d * observation des boites d * ensemencement: est d ' au 
moins 6 jours). Elle est, de plus, susceptible d'etre 
inhibee par d ' autres bacteries de la flore examinee. Les 
5 criteres d ' identification des differentes souches de r 
equlgenltalls sont eux-memes soit trop succincts et 
sujets a variations (mise en evidence d * absence 
d'activite pour les trois activites enzymatiques 
classiques que T. equlgenltalls presente ) , soit trop 
10 lourds a gerer dans les.. delais requis. Le depistage par 
la seule technique de bacteriologie est done devenu une 
methode hasardeuse de diagnostic* Un pourcentage non 
determine de porteurs sains est ainsi chaque saison 
considere comme non infecte. 

15 

Un second test de depistage d * une infection par T. 
equlgenltalls a ete retenu en France, Ce test est base 
sur 1 ' identification de la bacterie par 

immunofluorescence indirecte a 1 * aide d' antiserum 

20 fabrique sur lapin et d ' anticorps fluorescents anti- 
lapin. Ce test de depistage presente 1 * avantage de livrer 
ses resultats beaucoup plus rapidement (24 a 48 heures ) 
qu'un test par culture bacteriologique . 

L ' utilisation de cette technique peut toutefois 

25 conduire a des erreurs par exces (faux positifs), les 
antisera utilises donnant lieu, dans de nombreux cas, a 



des reactions avec des especes autres que T. 
equlgenltalls 

La portee de ces resultats est: ainsi tres 
restreinte: si le test d ' immunofluorescence est negatif, 
le laboratoire agree peut communiquer une conclusion 
negative, mais, si le resultat est positif, ce resultat 
doit etre confirme ou infirme par la bacteriologie • 

Les inventeurs ont recherche a remedier a ces 
difficultes de depistage d ' une infection par T. 
equlgenltalls , en elaborant de nouveaux moyens permettant 
d* identifier une bacterie de 1 ' espece T. equxgenl tails 
sans risque ni de faux positifs, ni de faux negatifs. La 
presente invention presente egalement les avantages de la 
rapidite et de la facilite d' execution. 

L ' invention vise done a fournir des moyens pour une 
detection specifique, de grande fiabilite, de T. 
equlgenltalls , bases sur les reconnaissances de type 
antigene-anticorps def ini . 

Elle vise egalement 1 * utilisation de ces * moyens pour 
le diagnostic, le traitement et la prophylaxie des 
maladies causees par T. equlgenltalls . 

Selon un premier aspect, les moyens de 1 ' invention 
sont des anticorps monoclonaux caracterises en ce qu'ils 
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reconnaissent un epitope d ' une bacterie de 1 ' espece T. 
equlgenitalls . 

De maniere avantageuse, ces anticorps ne presentent 
pas de reactions croisees avec un ou des epitopes d ' une 

5 bacterie Taylorella d*une espece differente ou d'une 
bacterie d*un genre different. lis permettent done de 
detecter T. equlgenitalls avec surete et, selon un aspect 
de grand interet, a 1 ' aide d*un seul test , 

Les anticorps monoclonaux de 1 * invention (designes 

10 ci-apres par AcM en abrege ) sont egalement tels 
qu*obtenus a partir d'hybrides, par fusion de cellules de 
myelome murin non secretrices avec des cellules 
spleniques issues de souris immunisees a 1 ' aide d * une 
souche de 1' espece T. equlgenitalls inactivee ou 

15 d'extrait(s) d ' une telle souche, clonage et selection 
selon la propriete de leur surnageant de culture a 
reconnaitre un ou des epitope(s) d ' une bacterie de 
1/ espece T. equlgenitalls , et recuperation des anticorps 
recherches, suivie le cas echeant de leur purification. 

20 

invention vise egalement les fragments des AcM 
definis ci-dessus, plus particulierement leurs fragments 
Fv, Fab, F( ab * )2 . 

25 Les AcM de 1 ' invention et, le cas echeant, leurs 

fragments, sont encore caracterises en ce qu'ils sont 



capables de reconnaitre des proteines de T. eQxxlgenltailts 
du groupe comprenant des proteines telles que les 
proteines de 150, 120, 52,7 ou 22 (LPS) kDa. 

5 Selon un deuxieme aspect, les moyens de 1 ' invention 

sent des proteines immunogenes caracterisees en ce 
qu'elles sont capables d'interagir avec lesdits AcM ou 
leurs fragments. 

10 Ces proteines sont obtenues, grace aux dits AcM ou a 

leurs fragments, a partir de T. equlgenltalls , ou par 
voie de synthese. 

Selon un troisieme aspect, les moyens de 1 * invention 
15 sont des anti-anticorps (designes ci-apres par anti-AcM 
en abrege ) et les fragments de ces anti-anticorps, ces 
anti-AcM et leurs fragments etant caracterises en ce 
qu'ils sont capables d'interagir avec les AcM ou leurs 
fragments definis plus haut- 

20 

L* invention vise egalement des procedes 
d'obtention des moyens definis ci-dessus. 

Pour produire les AcM de 1' invention, ou les anti- 
25 AcM, on a avantageusement recours a la technique 



d'obtention d ' hybridomes telle que decrite par Kohler et 
Milstein dans Nature 1975, 256, 495-497. 

invention vise done un precede d ' obtention et 
5 de selection des AcM definis ci-dessus, caracterise en ce 
qu ' il comprend : 

la fusion de cellules de myelome murin non 
secretrices avec des cellules spleniques issues de souris 
10 immunisees a 1 ' aide d'une souche de 1 ' espece T. 
equlgenltalls ou d'extrait(s) d'une telle souche, 

le criblage a 1 ' aide d ' une technique de 
revelation, telle que, notamment, 1 * immunofluorescence 
indirecte, des hybridomes dont les surnageants de culture 
15 presentent une reaction positive avec une bacterie de 
I'espece T. equlgenltalls ou un fragment de celle-ci, 

- le clonage de tels hybridomes, au regard de leur 
reactivite par rapport a T equlgenltalls r et 

- la recuperation des AcM recherches, suivie le cas 
20 echeant de leur purification. 

L' invention vise egalement 1 * application de la 
technique ci-dessus pour .la production d'anticorps anti- 
AcM. 

On utilise dans ce cas des cellules spleniques de 
25 souris immunisees au prealable a 1 * aide des AcM deja 
definis. Les souches donees peuvent etre conservees dans 



de 1 * azote liquide et leurs surnageants de culture a - 
20 'C. Ces souches qui sont caracterisees par le fait 
qu'elles sont capables de produire des AcM ou 
respectivement des anti-AcM, tels que definis ci-dessus, 
entrent egalement dans le cadre de 1' invention. De 
maniere generale, 1 ' invention vise les souches 
d'hybridomes telles qu ' obtenues selon les precedes 
definis plus haut. 

Les fragments des AcM et les ant i -AcM peuvent etre 
aisement obtenus a 1 ' aide des techniques enzymatiques 
conventionnelles . 

Avec les trois aspects definis ci-dessus, a savoir 
les AcM ou leurs fragments, les proteines immunogenes, et 
les anti-AcM ou leurs fragments, 1 * invention fournit les 
moyens pour etablir, soit directement, soit 
indirectement , une contamination eventuelle d ' un 
echantillon ou d ' une culture avec une bacterie de 
l.'espece de T. equlgenitalis . 

Dans le cadre d ' une telle determination, 1 * invention 
vise une methode d ' identification d * une bacterie de 
1 * espece T. equlgenitalis ou d ' un ou plusieurs epitopes 
d ' une telle bacterie dans un echantillon ou dans une 
culture, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

la mise en contact de 1 ' echantillon ou de la 
culture a analyser, susceptible de renfermer T. 
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equlgenltalis. avec une quantite efficace d ' au moins un 
AcM ou un fragment d'AcM, ou en variante, pour mettre en 
evidence la presence d'anticorps diriges centre T. 
equigenitalls . une quantite efficace d ' une proteine 

5 immunogene ou d ' anticorps anti-AcM, ou de fragments de ce 
dernier, tels que definis ci-dessus, 

- la revelation du produit de reaction de type 
antigene-anticorps eventuellement forme, 

L'etape de mise en contact est realisee dans 

10 des conditions notamment de duree, temperature, tampon, 
permettant 1 ' etablissement d ' une reaction de type 
antigene-anticorps. Pour la revelation, on utilise des 
marqueurs, par exemple des marqueurs f luorescents , 
enzymatiques, radioactifs ou luminescents . 

15 On remarquera que le choix judicieux d'un AcM 

particulier, ou d'un fragment de cet AcM, permet 
d' identifier directement un epitope donne de T. 
equigenitalls dans un echantillon ou une culture a 
analyser. En utilisant une proteine immunogene ou un 

20 anticorps anti-AcM ou un fragment de ce dernier, on 
mettra en evidence un contact . prealable de 1 ' echantillon 
ou de la culture avec la bacterie. 

L* absence de reactions croisees des AcM de 
25 1 * invention et de leurs fragments avec des epitopes de 
bacteries du genre Taylorella autres que T. 
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equlgenitalis , et de bacteries d * un genre different, esl: 
avantageusement mise a profit pour le diagnostic de 
pathologies liees a T. equigenltalls . 

L* invention vise done egalement 1 ' utilisation 
desdits AcM et de leurs fragments pour le diagnostic 
d ' une infection par T. equlgenltalls , plus 

particulierement de la metrite equine contagieuse, 
caracterisee en ce qu ' elle comprend : 

la mise en contact d * un ou plusieurs AcM de 
1' invention, ou de leurs fragments, avec un prelevement 
biologique, et 

- la revelation de la reaction du type antigene- 
anticorps produite dans le cas de la presence de T. 
equlgenltalls dans le prelevement, 

Les etapes de mise en contact et de revelation 
sont avantageusement mises en oeuvre comme indique pour 
la methode precedente . 

L* invention fournit egalement des kits pour la mise 
en oeuvre des methodes d ' identification et des methodes 
de diagnostic decrites ci-dessus. 

Ces kits sont caracterises en ce qu'ils 

renf erment 

- un ou plusieurs AcM ou leurs fragments ou au moins 
une proteine immunogene, ou un ou plusieurs anti-AcM ou 
leurs fragments. 



- les reactifs, notammeni: les marqueurs ou tampons, 
permettant la revelation de la reaction immunologique 
visee, avec une notice d ' utilisation . 

Selon une autre disposition avantageuse de 
5 1' invention, les AcM et leurs fragments definis ci-dessus 
sont utilisables en therapeutique pour lutter contre une 
infection par T. equlgenltalis , et plus particulierement 
contre la metrite equine contagieuse. 

10 L' invention vise ainsi egalement des 

compositions pharmaceutiques renfermant un ou plusieurs 
AcM, ou leurs fragments, definis ci-dessus, comme 
vecteurs de medicaments ou comme agents d ' immunotherapie 
passive, en association avec des vehicules 

15 pharmaceutiquement inertes. Elle vise egalement leur 
utilisation pour 1 ' elaboration de biocapteurs. 

Selon encore une autre disposition, 1 * invention vise 
1 ' utilisation des proteines immunogenes et des anti-AcM 
20 ou leurs fragments pour 1 ' elaboration de compositions 
vaccinales preventives d ' une infection par T, 
equ±g:en±tal±s . 

Les compositions vaccinales de 1 ' invention sont 
25 caracterisees en ce qu*elles renferment au moins une 
proteine immunogene ou un anti-AcM ou leurs fragments. 



tels que definis ci-dessus, en quantite suffisant:e pour 
susciter une reponse immunitaire, en association avec des 
excipients physiologiquement acceptables . 

D ' autres caracteristiques et avantages de 
1 ' invention seront donnes dans les exemples qui suivent. 
Dans ces exemples, il est fait reference aux figures 1 a 
3, qui representent respectivement : 

la figure 1 represente une photo d'un test IIF 
(immunofluorescence indirecte) sur T. equlgenitalls en 
presence d*AcM selon 1* invention, 

- la figure 2, une photo d'un immunoblot apres reaction 
de proteines de T. equigenltalls avec des AcM de 
1 ' invention et du serum de souris immunisee (serum 
positif ) , 

la figure 3, une photo d * un dot blot realise sur les 
proteines non denaturees d ^ une souche de T. equigenltalls 
de reference et mises a incuber avec les AcM selon 
1' invention, un serum positif de souris^il^Jbu un serum 
negatif de souris(Sr^ souris -non immunisee)- 
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Exemole 1 : Obtention et selection d ' hybridomes 
capables de produire des anticorps monoclonaux an-ti-T. 

equlgenltalls 

souches de T. equlgenltalls utilisees pour 
1 ' immunisation 

On rapporte les resultats obtenus avec les neuf 
souches suivantes : 

- deux souches de references (Rl-16 et R2-19), 
provenant du Centre National d ' Etudes Veterinaires et 
Alimentaires - Laboratoire Central de Recherches 
Veterinaires CNEVA-LCRV, Maisons-Alf ort , France, 

- sept souches dites souches sauvages isolees 
dans quatre regions differentes du 

Nord-Ouest de la France ( Indre et Loire, 
Calvados, Cotes d ' Armor et Orne ) . 



Ces souches sont identifiees dans le tableau I ci- 
apres : 

TABLEAU I 



Designation de 
la souche 


Sources 


Resistance a la 
streptomycine 


Rl-16/16 


CNEVA 


S 


R2-19/19 


CNEVA 


R 


1/ 129S 


LVD37 


R 


2/ 1 


LVD14 


R 


3/ 12.397 


LDA22 


R 


4/ 26.658 


LDA22 


R 


5/ 7001-01 


LDA22 


R 


6/ 250 


LVD 61 


R 


7/ 715 


LVD 61 


R 



S = sensible 
R = resistante 



;Toutes ces souches -Sont cultivees sur \des geloses 
d * agar chocolat avec ou sans addition d * actidione et de 
streptomycine. Elles sont incubees sous atmosphere humide 
a 7 % de CO2. 



Les analyses de reaction enzymatique et de 
fermentation de sucre sont effectuees a 1 ' aide du systeme 
API-NH (BioMerieux, Marcy-1 ' Etoile, France). 

En outre, ces souches sont testees pour leur 
activite catalase, cytochrome-oxydase et par le test 
d ' agglutination du serum (SAT), en utilisant un anti- 
serum polyclonal de lapin. 

La plupart d ' entre elles presentent 

- une forme cocobacillaire a Gram negatif, 

- une activite catalase et cytochrome oxydase, et 

elles repondent positivement au test 
d ' agglutination SAT . 

On constate qu* elles presentent toutes 

une activite phosphatase alcaline et gamma 
glutamyl transferase positives (excepte la souche de 
terrain 5 qui presente une activite gamma glutamyl 
transferase negative ) , 

des activites penicillinase, ornithine- 
decarboxylase, urease, lipase, betagalactosidase et 
proline-amylase negatives. On constate egalement qu' elles 
ne metabolisent pas les sucres (glucose, fructose, 
maltose, saccharose ) . 



En outre, elles presentent des profils 
polypeptidiques et lipopolysaccharidiques tres 

similaires. 

Les deux souches de reference Rl-16 et R2-19 
presentent done les proprietes generalement observees 
pour 1* ensemble des souches de T. equlgenitalls etudiees 
dans 1 * art anter'ieur et sont done utilisees pour 
1 * immunisation de souris. 

- immunisation de souris 

Les souches de reference Rl-16 et R2-19 sont lavees 
deux fois dans du tampon PBS 0,1 M, pH 7,4 et inactivees 
par chauffage a 56 'C pendant 75 min. Les cellules sorit 
alors diluees dans le PBS, jusqu*a I'obtention de 
suspensions bacteriennes de densite optique 0,77 a 380. 
nm, Elles sont ensuite reparties en portions aliquotes et 
stockees a -80'C jusqu^a utilisation. 

On injecte par voie intra-peritoneale, a des souris 
adultes BALB/C 0,5 ml de -suspension bacterienne Rl-16 et 
R2-19 emulsifiees avec 1' adjuvant complet de Freund (2 
souris par souche ) . line injection de rappel est effectuee 
au 14eme jour avec la meme preparation. Au 21eme jour, 
les souris sont immunisees avec 0,2 ml de suspension sans 




adjuvant: par voie intra-veineuse et les cellules 
spleniques sont recueillies 2 jours plus tard. 

- produc-tion d ' hybridomes 

5 

Les hybridomes sont produits selon la procedure 
standard decrite par Kohler et Milstein (voir reference 
ci-dessus ) . 

Des cellules de myelomes de souris SP2-0-Agl4 et des 
10 cellules spleniques immunes sont fusionnees dans un 
rapport 1/5 en utilisant du PEG 1500 (Sigma, I'Isle 
d'Abeau, France) et maintenues dans des plaques de 
cultures cellulaires a 96 puits contenant des macrophages 
de souris ou des cellules nourricieres de rate ou un 
15 supplement OPI (Sigma) dans un milieu selectif HAT-DMEM. 

Une croissance d ' hybridome est observee dans 820 des 
1020 puits utilises (81,37 %). On realise les tests IIF 
sur 60 de ces 820 puits pour detecter les hybridomes 
producteurs des anticorps monoclonaux recherches . 

20 



criblage des hybridomes et des anticorps 
25 monoclonaux produits 
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Les hybridomes sont testes par immunof iuorescence 
indirecte (IIF) pour la capacite de leurs surnageants a 
reconnaitre les deux souches de reference de T. 
equigenitalls . On utilise la procedure standard decrite 
par Vaissaire et al , (1992), Bull, Acad. Vet. Fr. 65, 
161-170. 

Apres deux lavages dans PBS 0,1 M, pH 7,4, les 
souches bacteriennes sont remises en suspension dans le 
tampon PBS contenant, de plus, 1 % de formaldehyde afin 
d ' obtenir une suspension ayant une turbidite de 1 dans 
I'echelle de Mac Farland, 

On applique 10 \xl de cette suspension sur chaque 
spot de lamelles f luorescentes . 

Apres sechage 15 min a 37 'C, les lamelles sont 
fixees dans de 1 ' acetone pur pendant 15 min a temperature 
ambiante , 

Apres sechage, les lamelles sont mises a incuber 
avec 40 yl de surnageants d * hybridomes, pendant 30 min a 
37*C. 

■Les lamelles sont ensuite lavees dans un'.bain de PBS 
sous agitation pendant 15 min, Apres ringage dans de 
I'eau distillee et sechage, les lamelles sont incubees 30 
min a 37 'C avec 40 |il d * une solution d ' isothiocyanate de 
fluoresceine conjugue a la fraction F (ab) 2 de lapin 



-anti souris ( Eurobio Les Ulis, France), dilue a 1/40 dans 
PBS contenant du bleu Evans (1/10000). 

Les lamelles sont enfin lavees dans du PBS, rincees 
dans de 1 ' eau distillee, sechees comme indique ci-dessus, 
inon-tees dans du PBS renfermant 1 % de glycerine et 
examinees a I'aide d * un microscope a fluorescence. 

On utilise un serum de souris non immunisee comme 
temoin negatif. Le conjugue d' anti-serum de souris FITC 
est incube avec chaque souche bacterienne pour servir de 
temoin de conjugue. 

Les clones positifs au test IIP sont transferes pour 
expansion avant clonage dans des plaques a 24 puits 
contenant le milieu HAT-DMEM. 

On rapporte sur la figure 1 un test IIF sur T. 
eguigreni talis en presence d'AcM selon 1' invention. Cette 
figure montre une forte fluorescence de la parol 
bacterienne . 

4 a 7 jours plus tard, les hybridomes de ces puits 
sont clones par la methode de dilution limite afin 
d'obtenir une cellule unique par puits dans une plaque de 
culture tissulaire a 96 puits en utilisant le milieu HT- 
DMEM.iet des cellules nour-ricieres . Les puits nontenant un 
seul clone sont cribles par IIF et les cellules positives 
sont congelees dans de 1 * azote liquide. 



Parmi 1' ensemble des clones positifs 14 d ' entre eux 
sont utilises pour la production d'anticorps monoclonaux 
et la caracterisation de ces anticorps. 

Les surnageants de cultures tissulaires d ' hybridomes 
sont tamponnes par addition de Tris IM, pH 8,0 (vol. 
1/20) et de 1 * azide de sodium (0,02 %). Des preparations 
aliquotes sont effectuees et stockees a -20*C. 

Exemple 2 l Caracterisation des anticorps 

monoclonaux anti-T. equlgenltalis 

- specif icite des anticorps monoclonaux 

Afin de verifier la specificite des anticorps 
monoclonaux, les surnageants des 14 clones d'hybridomes 
obtenus selon 1 ' exemple 1 sont testes par IIF selon la 
capacite de leurs surnageants a reconnaltre d ' autres 
spuches bacteriennes que les deux souches de reference R- 
16 et R-19 utilisees pour 1 ' immunisation, a savoir : 

les 7 souches sauvages de T. equlgenltalis 
decrites dans 1* exemple 1, et 

des souches bacteriennes decrites 'dans 1 * art 
anterieur comme donnant lieu a des reactions croisees 
avec les anti-serums de T. equlgenltalis ou couramment 
presentes dans la flore genitale : Actlnobaclllus equuli, 
Pseudomonas aeruginosa , Pasteurella multoclda. 



Pasteurella haemolytlca , Streptococcus equi, 

Staphyloccoccus aureus, Pseudomonas fluorescens et 
Klebsiella pneumoniae. Ces bacteries sont cultivees sur 
un milieu sang-agar base Columbia. 

Les resultats obtenus sont rapportes dans le tableau 
II ci-apres. 
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Les 14 anticorps monoclonaux t:est:es reconnaissent; 
les sept souches sauvages de T. equlgenltalls . 3 d ' entre 
eux donnent une reponse plus faiblement positive^ a 
savoir 7B7 . 1 ; 7B7.10 et 10C9.6, 

Aucun des 14 anticorps monoclonaux testes ne 
reconnait une des 8 souches bacteriennes qui 
n * appartiennent pas a 1 ' espece T. equlgBnitalls . 

Ces resultats demontrent la specificite des 14 
anticorps monoclonaux testes envers les souches de T. 
equlgenitalls et 1 ' abscence de reactivate croisee entre 
r. equlgenitalls et d ' autres bacteries, n * appartenant pas 
a 1 ' espece T. equlgenitalls, et, soit ayant ete decrites 
avec les outils de 1 ' art anterieur comme presentant une 
reactivite croisee avec cette espece (ActlnoJbaclllus 
equull, Pasteurella multocldar Pasteurella haemolytlca, 
Straphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens) soit 
faisant partie de la flore genitale courante 
{Streptococcus equl, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa ) . 

Les reactions positives de 1 ' antiserum polyclonal de 
lapin observees en IIF .avec Staphylococcus, , aureus et 
Pseudomonas fluorescens n*ont done pas ete observees avec 
les anticorps monoclonaux de 1* invention. 



Les anticorps monoclonaux objel: de la presente 
demande ne detecteni: pas de difference antigenique entre 
les differences souches de T. equlgenitalis testees. 

- SAT (Serum Agglutination Test) 

Pour tester la reactivite des anticorps monoclonaux 
au SAT, seule la souche R-19 a ete utilisee. 

Les resultats obtenus sont donnes dans la colonne 4 
du tableau III ci-apres. 

13 des 14 anticorps monoclonaux donnent une reponse 
positive . 



- localisation d' epitopes specif iques 



preparation des extraits proteiques et 
lipopolysaccharidiques de la souche R-19 de T. 
equlgenltalis 

- Extrait en * conditions non denaturantes (EN) de T. 
equlgenltalis 

Les cellules de T. equlgenltalis ont ete recoltees 
par centrif ugation (6000 10 min) et lavees trois fois 

dans une solution de PBS 0,1 M a pH 7,4. Les culots ont 
ete remis en suspension dans un petit volume de tampon 
SDS ( sodiumdodecylsulf ate a 2 %, PBS pH = 7,4) et mis a 
incuber a 37 *C pendant 30 min. A la suite de ce precede, 
les proteines conservent leur activite biologique. Apres 
extraction dans le tampon SDS, 1 * integrite des cellules a 
ete controlee par observations en microscopie a contraste 
de phases. Apres centrif ugation (10000 g, 10 min), les 
surnageants contenant EN ont ete completement dialyses 
centre de 1 * eau distillee a 4'C pendant 48 h, repartis en 
aliquotes et conserves a.l'etat congele (-80'C) jusqu'a 
utilisation. La concentration en proteines de EN a ete 
determinee a 1 ' aide du test proteique BioRad (BioRad, 
Ivry-sur-Seine, France ) . 
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- Extrait en conditions denaturantes ED 

Les extraits EN des souches de T. equigenltalls ont 
e-te dissouts dans un solvant echantillon (Tris.HCl 0,1 M 
pH 6,8 ; glycerol 10 % ; SDS 2 % ; 0-mercaptoethanol 2 mM 
et bleu de bromophenol 0,01 %) afin d'obtenir une 
concentration en proteines de 1 mg/ml, puis ont ete 
portes a ebullition a 100 'C pendant 5 min (extrait en 
conditions denaturantes de r. equigenltalls, ED). 

- Extrait lipopolysaccharidique (LPS) 

Des extraits EN digeres par la proteinase K ont ete 
utilises comme extraits LPS ( Hanner et al . , 1991 Am. J. 
Vet. Res. 52,1065-1068). 10 ^1 de EN ont ete dilues dans 
35 p.1 du tampon de digestion pour LPS. Ce tampon de 
digestion pour LPS est constitue de 0,0625 M Tris.HCl pH.. 
6,8 ; 0,1% SDS ; 10 % glycerol et de 5 pg de proteinase-K 
(Sigma). Ces preparations ont ete incubees a 57 pendant 
1 heure et chauffees a lOO'C pendant 5 min avant 
electrophorese . 




2S 

electrophorese sur gel de polyacrylamide 
dodecylsulf ate de sodium (SDS - PAGE) 

5 Pour la separation des proteines bacteriennes , une 

electrophorese discontinue SDS-PAGE a ete utilisee 
(Laemmli, 1970, Nature, 227, 680-685). Le gel de 
separation contenait 12 % d * acrylamide et le gel de 
staking 4 % d * acrylamide . 20 pi de chaque echantillon ED 

10 ont ete deposes au fond des puits a une concentration 
equivalente a 5 pg de proteines par piste. 
L ' electrophorese a ete realisee a 100 V, 50 mA (courant 
continu) pendant 10 h dans une unite verticale de plaques 
pour gel (Hoefer Scientific Instr, , San Francisco, CA ) . 

15 Pour les determinations de poids moleculaire, un kit 
destine a la calibration des faibles poids moleculaires 
(Pharmacia-Biotech, Saint-Quentin en Yvelines, France) a 
ete utilise. Pour visualiser les bandes sur la matrice de 
polyacrylamide, on a utilise la coloration au Coomasie 
20 R350 (Pharmacia-Biotech, France) et pour la visualisation 
des composants LPS, la coloration argentique ( Tsai et 
Frasch, 1982 Anal. Biochem. 199, 115-119). 



25 




- immunoblotting 

Les bandes de proteines ont ete transferrees du gel 
sur une membrane Immobilon^ PVDF (Millipore Corp., St 
5 Quentin en Yvelines, France) par electroblot:t:ing a 1 * aide 
d'une cellule de transfers electrophoretique MiniTrans- 
Blot^ (BioRad) avec une solution tampon de transfert 
(Tris 25 mM ; glycine 192 mM ; methanol 20 % v/v ; pH = 
8,3) a 100 V, 250 mA pendant 1 heure. Pour verifier les 

10 conditions de transfert electrophoretique et pour 
identifier les bandes proteiques sur les membranes, on a 
utilise la coloration des proteines totales par 1 * or 
colloidal (BioRad, Colloidal Gold Total Protein Stain). 
Apres transfert, les membranes ont ete immergees pendant 

15 30 min dans une solution bloquante (gelatine 3 % dans 
Tris 20 mM et NaCl 0,5 M) et rincees sous douce agitation 
dans une solution de lavage (Tris 20 mM ; NaCl, 0,5 M ; 
Tween^ 20 0, 05 % ) . 

Les membranes ont alors ete mises en contact avec 

20 des solutions d'anticorps monoclonaux diluees de 1/100 a 
1/1000 dans le tampon pour anticorps (Tris 20 mM ; NaCl 
0,5 M, Tween" 20 0,05 % gelatine 1 %) pendant: 180 min a 
25'C. 

La fixation des anticorps monoclonaux aux bandes 
25 peptidiques a ete visualisee a 1 * aide de phosphatases 
alcalines (PA) conjuguees a des immunoglobulines IgG de 
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chevre ( chaines lourdes et legeres ) anti-souris (BioRad, 
dilution a 1/2000) et a 1 ' aide d * une solution substrat 
pour PA (BioRad). 

Un serum positif provenant de souris immunisees avec 
5 une souche de reference de T. equlgenitalls et un serum 
negatif issu de souris non immunisees ont ete utilises 
comme temoins experimentaux . La figure 2 illustre un 
immunoblot entre les proteines bacteriennes et les AcM 
selon 1' invention d ' une part et le serum positif de 
10 souris d ' autre part. 

Le serum positif collecte de souris immunisees 
reagit avec 5 proteines de la souche R-19 : 120 kDA ; 
52,7 kDA ; 33, 4 kDA ; 17,5 kDA et 22 (LPS) kDA. 
15 8 des 14 anticorps monoclonaux testes reagissent 

positivement et 6 d ' entre eux negativement . " Les epitopes 
specif iques reconnus par ces 8 anticorps monoclonaux 
reagissant positivement sont : 

150 kDa (LPS) pour 1 ' anticorps monoclonal 3B6 . 1 , 
20 120 kDa (LPS) pour 1 ' anticorps monoclonal 11C9.1, 

52,7 kDa (LPS) pour les anticorps monoclonaux 7B8.1 
et 7C4. 10, 

22 kDa (LPS) pour les anticorps monoclonaux 7B7.10, 
7D7.3, 11C9.4 et 11C9.5 
25 Ces resultats sont egalement rassembles dans le 

tableau III, colonnes 5 et 8. 
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- dot-blotting 

Des membranes Immobilon^ PVDF (Sigma) ont ete pre- 
5 humidifiees avec une solution de methanol a 100 % pendant 
1 a 3s, immergees dans de 1 ' eau distillee pendant 1-2 min 
afin d'eluer le methanol et equilibrees dans une solution 
de lavage (Tris 20 mM ; NaCl 500 mM ; Tween^ 20 0,05 % ; 
pH = 7,5). Les extraits EN et ED ont ete fixes aux 

10 membranes par incubation pendant 1 heure a temperature 
ambiante. Les membranes dot ont ete lavees deux fois 
pendant 10 min dans la solution de lavage puis immergees 
dans la solution bloquante (gelatine 3 % dans Tris 20 mM 
et NaCl 500 mM ) pendant 1 heure. Les membranes ont ete 

15 lavees deux fois comme precedemment et incubees avec les 
anticorps monoclonaux selectionnes dans les memes. 
conditions que pour 1 ^ immunoblotting . 

La fixation des anticorps monoclonaux aux membranes 
de dot blot a ete revelee a 1 ' aide de PA conjuguees a des 

20 immunoglobines IgG de chevre (chaines lourdes et legeres ) 
anti-souris et a 1 ' aide d * une solution substrat pour PA 
( BioRad ) . 

Les memes serums, temoins positifs et negatifs, ont 
ete utilises tout comme pour 1 ' immunoblotting . 
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Pour determiner si les resultats negatifs observes 
sur 1 * immunoblotting sont: dus au fait: que les epitopes 
ont ete endommages par les reactifs denaturants utilises 
pour preparer les extraits, les 14 anticorps monoclonaux 
sont confrontes en dot-blot aux extraits EN et ED de la 
souche R-19, 

Sur la figure 3, on rapporte en dot blot les 
proteines de R19 ayant reagi sur les pistes 1 a 14 avec 
les AcM du tableau 111; sur la piste SP avec le serum 
positif de souris et sur la piste SN avec le serum 
negatif de souris- Les resultats obtenus sont egalement 
rassembles dans le tableau III, colonnes 6 et 7. 

Les 6 anticorps qui presentent un immunoblot negatif 
presentent egalement un dot-blot negatif avec les 
extraits denatures de la souche R-19 (Tableau III,, 
colonnes 5 et 6). lis presentent cependant un dot-blot 
positif avec les extraits non denatures (Tableau III, 
colonne 7 ) . 

-En conditions non denaturantes (traitement au SDS 
seulement), la conformation et 1 ' activite des proteines 
restent intactes mais, sous des conditions reductrices 

(traitement au 3-mercaptoethanol et hautes temperatures), 
la conformation de certaines proteines change et les 
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epitopes sont detruits- L'abscence de reactivite des 6 
anticorps monoclonaux testes en immunoblot avec la souche 
R-19 est done tres vraisemblablement due a de tels 
changements de conformation et destruction d' epitopes. 

8 anticorps monoclonaux qui conservent leur 
reactivite sur les extraits bacteri'ens ED ont done ete 
produits , 

Ces 8 anticorps monoclonaux peuvent done eonstituer 
des reactifs appropries a la detection des antigenes de 
T. equlgenltalls et, plus particulierement , au diagnostic 
de la MCE. De tels anticorps peuvent servir a 
earacteriser des bacteries du genre Taylorella dans toute 
preparation biologique utilisant des conditions 
denaturantes . 

- Determination de I'isotype 

Pour la determination de 1 ' isotype des anticorps 
monoclonaux, on a utilise le kit immunotype de chez Sigma 
qui est constitue de bandelettes de nitrocellulose pre- 
recouvertes d ' anticorps anti-isotype d * immunoglobulines 
de souris. Apres incubations supplementaires , 1 * identite 
de I'isotype des immunoglobulines est revelee a 1 ' aide 
d ' un systeme de detection biotine-avidine-enzyme . 



Les resultats obtenus figurent dans la colonne 9 du 
tableau III. 

Les 14 an-ticorps monoclonaux produits font partie 
des IgM pour 5 d'entre eux, des IgG2b pour 4 d ' entre eux, 
des IgG3 pour 3 d * entre eux et des IgGl pour 2 d * entre 
eux . 

Example 3 : 

Essai comparatif des differents tests de diagnostic de la 
MCE 

a) culture biologique de la flore bacterienne 

b) detection par polyclonaux et IIF 

c) detection par 1 ' invention objet de la presente 
demande : monoclonaux et IIF, 

Pendant 1 mois, 368 ecouvillons de juments (fosse 
clitoridienne, de col uterin) et d * etalons ( liquide 
liquide pre-ejaculatoire, fosse urethrale ) ont ete etudies 
par les deux techniques d ' immunof luorescences , la 
technique au sens de la note de service du Ministere de 
1 ' agriculture et de la peche ( DGAL/SDSPA/N95/N* 8037 ) avec 
anticorps polyclonaux et la tecnnique selon 1* invention. 
Les positifs par 1 ' une des deux techniques ont subi un 
isolement par culture sur milieux geloses. 64 
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prelevements ont ete trouves positifs avec les anticorps 
polyclonaux et 17 avec les anticorps monoclonaux ; aucune 
mise en culture n*a permis d^isoler de bacterie 
T . equtgenl tails . 

Ces resultats mettent bien en evidence la plus forte 
specif icite apportee par 1 ' invention dans cette etude. 

Exemple 4 : Produc-tion d ' anti -anticorps anti-Taylorella 
egui genital is 

1. Production des anticorps monoclonaux anti-T. 
equlgenltalls (AcMl ) 

On opere comme indique ci-dessus. 

2. Purification des AcMl 

Les AcMl sont precipites par addition de sulfate 
d * ammonium sature a la concentration finale de 50%. Apres 
centrif ugation, le precipite est remis en suspension dans 
du PBS, puis filtre sur gel de Sephadex® G75 (Pharmacia) 
et enfin purifie par chromatographie d'af finite sur une 
colonne de proteine A- Sepharose® CL-4B. 

3 . Preparation de 1 ' immunogene 

Les AcMl purifies sont homopolymerises en presence de 
glutaraldehyde a 0,25% pendant heures a 4'C. La reaction 
est stoppee par adjonction d'un tampon glycine 0,2M et 
les polymeres sont dialyses centre du PBS. 



3^ 



4. Iminunisat:ion de souris 

Des soouris BALB/C sont immunisees par 1 injection SC 
d ' un melange a partie egale de 50pg d'AcMl polymerises et 
d' adjuvant de Freund complet. 2 injections ulterieures 
5 sont pratiquees a 2 semaines d * intervalle , 1 ' une avec de 
1* adjuvant de Freund incomplete et 1 * autre sans aucun 
adjuvant et par voie peritoneale. 

5. Obtention des anticorps monoclonaux anti-anticorps 
centre T . equigeni talis . ( AcM2 ) 

10 On precede comme decrit plus haut. 

6. Purification des fragments Fab des AcMl 

Des fragments Fab des anticorps AcMl sont purifies apres 
digestion ds AcMl par de la papaine (incubation 45 min a 

37 des AcMl dans une solution de papaine, de 2-P- 
15 mercaptoethanol, d ' EDTA 1 , 5M a pH8. le rapport est de 
lOpg de papaine par mg d'AcMl. La digestion est stoppee 
par 1* addition de N-methylmaleimide lOmM (Sigma). Les 
anticorps non digeres et les fragments Fc sont elimines 
par chromatographie d'af finite sur une colonne de 
20 proteine A-Sepharose CL-4B® (Pharmacia). La purete de 
sfragments Fab est verifiee par SDS-PAGE. 

7. Cifiblage des hybridomes producteurs d'AcM2 par un test 
ELISA 

Les microplaques (Maxisorb, Nunc) sont incubees 16h a 
25 4*C avec lOOpl/puit d ' une suspension de 0,2ijg /ML de Fab 
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dans du tampon carbonate pH8 . Les microplaques sont 
lavees 3 fois avec du PBS-Tween 20® (0,05%), pH 7,2, 
puis les sites non specifiques sont bloques par une 
solution de BSA 2% dans le PBS-Tween 2a® pendant 30 min 
a 37 'C. Apres 3 lavages par du PBS- Tween 20®, les 
surnageants de culture des hybridomes sont incubes IH a 
37 •C. Apres 3 lavages par du PBS-Tween 20®, la reaction 
est revelee par un conjugue anti-souris marque a la 
peroxydase et son substrat. 

Les hybridomes positifs par le test ELISA sont 
selectionnes et les surnageants sont utilises pour la 
preparation du vaccin. 
8. Preparation du vaccin 

Les anticorps AcM2 des hybridomes selectionnes , puis 
leurs fragments Fab correspondants sont purifies selon 
les methodes decrites ci-dessus. 

Les fragments Fab sont couples a la keyhole limpet 
hemocyanin (KLH, Sigma) par incubation pendant 16h a 4'C 
dans une solution 0,05% de glutaraldehyde (Sigma), dans 
un rapport de 1/1. La reaction est stoppee par une 
solution de glycine 0,02M et les conjugues soAt dialyses 
contre du PBS . 

La proteine est dosee a 25-lOOpg par dose de vaccin et le 
vaccin. est additionne d ' hydroxyde d'alumine a titre 
d ' ad j uvant . 



REVENDICATIONS 

5 

1/ Anticorps monoclonaux ou leurs fragments, plus 
partziculierement , leurs fragments Fv, Fab, F(ab*)2, 
caracterises en ce qu'ils reconnaissent un epitope d ' une 
bacterie de 1 ' espece T. equlgenitalls . 

10 

2/ Anticorps monoclonaux ou leurs fragments, plus 
particulierement leurs fragments Fv, Fab, F(ab')2, selon 
la revendication 1, caracterises en ce qu'ils ne 
presentent pas de reaction croisee avec un ou des 
15 epitope(s) d ' une bacterie d ' une espece Taylorella 
differente ou d ' une bacterie d ' un genre different. 

3/ Anticorps monoclonaux ou leurs fragments, 
selon la revendication 1 ou 2, caracterises en ce qu'ils 
20 sont capables de reconnaitre des proteines de T. 
equigenitalls du groupe comprenant des proteines telles 
que les proteines de 150 kDa, 120 kDa, 52,7 kDa ou 22 
(LPS) kDa. 

25 4/ Anticorps monoclonaux, caracterises en ce 

qu'ils peuvent etre obtenus a partir d'hybrides 



- par fusion de cellules de myelome murin non 
secre-trices avec des cellules spleniques issues de souris 
immunisees a 1 ' aide d * une souche de I'espece T. 
equlgenltalis inactivee ou d ' extrait ( s ) d ' une telle 
souche, et; 

- clonage et selection selon la propriete de 
leur surnageant de culture a reconnaltre un ou des 
epitope(s) d ' une bacterie de 1 ' espece T. equlgenltalis , 

recuperation des anticorps monoclonaux 
recherches, suivie le cas echeant d'une purification. 

5/ Proteines immunogenes, caracterisees en ce 
qu^elles sont capables d*interagir avec des anticorps 
monoclonaux ou leurs fragments selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 4. 



6/ Anticorps monoclonaux, et leurs fragments, 
particulierement leurs fragments Fv, Fab, F(ab')2, 
caracterises en ce qu'il s'agit d ' anti-anticorps , a 
savoir d' anticorps capables d*interagir avec les 
anticorps monoclonaux ou leurs fragments selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 a 4. 

7/ Precede d'obtention d ' anticorps monoclonaux 
kDa selon 1 * une quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce qu*il comprend : 
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- la fusion de cellules de myelome murin non 
secretrices avec des cellules spleniques issues de souris 
immunisees a 1 * aide d ' une souche de 1 ' espece T. 
equlgenltalls ou d'extrait(s) d * une telle souche, 

le criblage a 1 ' aide d ' une -technique de 
revelation, telle que notamment 1 ' immunofluorescence 
indirecte, des hybridomes dont les surnageants de culture 
presentent une reaction positive avec une bacterie de 
1 ' espece r. equigenitalls ou un fragment de celle-ci, 

- la selection par clonage de tels hybridomes 
au regard de leur reactivite, par rapport a T 
equigenitalls , et 

la recuperation des anticorps monoclonaux, 
suivie le cas echeant de leur purification, 

8/ Precede d*obtention d ' anticorps monoclonaux 
selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- la fusion de cellules de myelome murin non 
secretrices avec des cellules spleniques issues de souris 
immunisees a 1 ' aide d ' anticorps monoclonaux ou de leurs 



fragments tels que defini(s) dans 1 ' une des 
revendications 1 a 4, 

le criblage a 1 ' aide d ' une technique de 
revelation, telle que notamment 1 ' immunofluorescence 
5 indirecte, des hybridomes dont les surnageants de culture 
presentent une reaction positive avec 1 ' un desdits 
anticorps monoclonaux ou leurs fragments, 

- la selection par clonage de tels hybridomes, 

10 et 

la recuperation des anti-anticorps 

recherches . 

9/ Souches d * hybridomes caracterisees en ce 
15 qu'elles sont capables de secreter des anticorps 
monoclonaux selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 
4. 

10/ Souches d * hybridomes caracterisees en ce 
20 qu'elles sont capables de secreter des anticorps 
monoclonaux selon la revendication 6. 

11/ Methode d ' identification d'une bacterie de 
1 ' espece T equlgenltalls dans un echantillon ou dans une 
25 culture, comprenant : 
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- la mise en contact de 1 * echantillon ou de la 
culture a analyser, susceptible de renfermer T 
equlgenltalls , avec une quantite efficace d ' au moins un 
anticorps monoclonal ou un fragment d * un tel anticorps 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, ou, en 
variante, pour mettre en evidence la presence d ' anticorps 
diriges contre T equlgenl talis avec une proteine 
immunogene selon la revendication 5 ou un anticorps selon 
la revendication 6, dans des conditions permettant une 
reaction du type antigene-anticorps et 

- la revelation du produit de reaction de type 
antigene-anticorps eventuellement forme , 

12/ Methode de diagnostic d ' une infection par T 
equigenitalls , plus particulierement de la metrite 
contagieuse equine dans un echantillon ou une culture, 
comprenant : 

la mise en contact d ' un ou plusieurs 
anticorps monoclonaux selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 4 ou de leurs fragments, avec un 
prelevement biologique, et 

la revelation de la reaction du type 
antigene-anticorps produite dans le cas de la presence de 
T equigenxtalls dans le prelevement. 
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13/ Kits pour la mise en oeuvre d * une methode 
selon I'une des revendications 13 ou 14, caracterises en 
ce qu'ils comportent 

5 

- un ou plusieurs anticorps monoclonaux, ou 
leurs fragments, selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 4, ou au moins une proteine immunogene 
selon la revendication 5, ou un ou plusieurs anticorps 
10 monoclonaux, ou leurs fragments, selon la revendication 
6, et 

les reactifs, notamment les marqueurs ou 
tampons, permettant la realisation de la reaction 
15 immunologique visee, ainsi qu ' une notice d ' utilisation . 

16/ Compositions pharmaceutiques , caracterisees 
en ce qu ' elles renf erment un ou plusieurs anticorps 
monoclonaux, ou leurs fragments, selon 1 ' une quelconque 
20 des revendications 1 a 4, comme vecteurs de medicaments 
ou comme agents d ' immunotherapie passive, seuls ou en 
association avec des - vehicules pharma'ceutiquement 
inertes , 
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17/ Compositions vaccinales, caracterisees en 
ce qu' elles renf erment, en association avec des 



excipients physiologiquemenl: acceptables, au moins une 
proteine immunogene telle que definie selon la 
revendication 6,. ou un anticorps selon la revendication 
6, ou un fragment d ' un tel anticorps, en quantite 
suffisante pour susciter une reaction immunitaire . . 

18/ Utilisation des anticorps monoclonaux selon 
I'une des revendications 1 a 4 pour 1 ' elaboration de 
biocapteurs . 



36 



4. Immunisa1:ion de souris 

Des souris BALB/C sont inununisees par 1 injection SC d ' un 
melange a partie egale de 50pg d'AcMl polymerises et 
d' adjuvant de Freund complet. 2 injections ulterieures 
sont pratiquees a 2 semaines d ' intervalle , 1 ' une avec de 
1* adjuvant de Freund incomplete et 1 ' autre sans aucun 
adjuvant et par voie peritoneale. 

5- Obtention des anticorps monoclonaux anti-anticorps 
contre T. equlgenltal Is . ( AcM2 ) 

On procede comme decrit plus haut. 

6- Purification des fragments Fab des AcMl 

Des fragments Fab des anticorps AcMl sont purifies apres 
digestion des AcMl par de la papaine (incubation 45 min a 
37 des AcMl dans une solution de papaine, de 2-p- 
mercaptoethanol , d * EDTA 1 , 5M a pH8 . le rapport est de 
lOyg de papaine par mg d'AcMl. La digestion est stoppee 
par 1' addition de N-methylmaleimide lOmM (Sigma). Les 
anticorps non digeres et les fragments Fc sont elimines 
par chromatographie d'af finite sur une colonne de 

proteine A-Sepharose CL-4B® (Pharmacia). La purete des 
fragments Fab est verifiee par SDS-PAGE. 

7, Criblage des hybridomes producteurs d'AcM2 par un test 
ELISA 

Les microplaques (Maxisorb, Nunc) sont incubees 16h a 
4*C avec 100 pl/puit d * une suspension de 0,2 yg/ml de Fab 
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13/ Kits pour la mise en oeuvre d ' une me1:hode 
selon I'une des revendications 11 ou 12, caracterises en 
ce qu'ils comportent 

5 

un ou plusieurs anticorps monoclonaux , ou 
leurs fragments, selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 4, ou au moins une proteine immunogene 
selon la revendication 5, ou un ou plusieurs anticorps 
10 monoclonaux, ou leurs fragments, selon la revendication 
6, et 

les reactifs, notamment les marqueurs ou 
tampons, permettant la realisation de la reaction 
15 immunologique visee, ainsi qu ' une notice d * utilisation . 

14/ Compositions pharmaceutiques , caracterisees 
en ce qu*elles renferment un ou plusieurs anticorps 
monoclonaux, ou leurs fragments, selon 1 ' une quelconque 
20 des revendications 1 a 4, comme vecteurs de medicaments 
ou comme agents d ' immunotherapie passive, seuls ou en 
association avec des - vehicules pharmaceutiquement 
inertes . 
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15/ Compositions vaccinales, caracterisees en 
ce qu'elles renferment, en association avec des 



excipients physiologiquement acceptables, au moins une 
proteine immunogene telle que definie selon la 
revendication 6, ou un anticorps selon la revendication 
6, ou un fragment d ' un tel anticorps, en quantite 
suffisante pour susciter une reaction immunitaire . 

16/ Utilisation des anticorps monoclonaux selon 
I'une des revendications 1 a 4 pour 1 ' elaboration de 
biocapteurs . 
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